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NOUVEAU CANAL CATIONIQUE NEURONAL DE 
MAMMIFERE SENSIBLE A L ' AC IDITE , SON CLONAGE ET SES 
APPLICATIONS . 

La presente invention concerne une nouvelle 
faraille de canaux ioniques de mamrai fere , notamment humain, 
sensible a l'acidite. Elle concerne plus part iculierement 
1 1 identification et la carac ter isat ion moleculaire, chez 
1 ' hornme et le rat, d 1 un nouveau canal cationique active 
par les protons, denomme ci-ap'res "ASIC" pour designer les 
termes anglais "Acid Sensing Ionic Channel". Le canal ASIC 
constitue le premier membre d 1 un groupe de canaux 
cationiques, appartenant a la famille des canaux sodium de 
degenerine sensible a l'amiloride (6, 11-14), qui est 
active t r an s i t o i r emen t par une acidification 
extracel lulaire . 

La sensibilite a 1 ' acide est associee a la 
fois a la nociception (1) et a la transduction du gout 
(2) . La stimulation de neurones sensoriels par les acides 
revet une grande importance, car l'acidite accompagne de 
nombreuses situations inf lammatoires et ischemiques 
douloureuses . La douleur causee par les acides est 
interpretee comme etant mediee par des canaux cationiques 
presents au niveau des neurones sensoriels, et qui sont 
actives par les protons (3-5). Les proprietes biophysiques 
et pharmacologiques des canaux ASIC de 1 ' invention sont 
proches de celles des canaux cationiques actives par les 
protons decrits dans les neurones sensoriels (3, 15, 16). 
Toutefois, comme cela apparaitra dans la description ci- 
apres , i 1 n'a ete a ce jour jamais decrit de canaux 
ioniques actives par un ligand plus simple que les canaux 
ASIC . 

La presente invention a done pour objet une 
proteine constituant un canal cationique neuronal sensible 



2 



a l'amiloride et active par les protons. Plus 
par t icul ierement 1' invention concerne la proteine 
constituant le canal ASIC dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequences en 
5 annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou un derive 

f onct ionnellement equivalent de cette proteine. 

De tels derives sont ceux dont la sequence 
comprend une modification et/ou une suppression et/ou une 
addition d 1 un ou plusieurs residus d' acides amines, des 

10 lors que cette modification et/ou supression et/ou 

addition ne modifie pas les proprietes f one tionnel les et 
s true turelles du canal ASIC, pr incipalement son activation 
par les protons. De tels derives peuvent etre analyses par 
1 ' homme du metier selon les techniques decrites dans les 

15 exemples donnes ci-apres qui ont permis de mettre en 

evidence les proprietes biophysiques et pharmacologiques 
du canal ASIC. 

Un exemple d'un tel derive f one tionnel lement 
equivalent, est la proteine ASIC humaine dont la sequence 

20 en acides amines est representee dans la liste de 

sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 2, et qui 
est sensiblement identique a celle du canal ASIC de rat 
. representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID No : 1. 

25 Un autre exemple d'un tel derive 

f one t ionnellement equivalent, est la proteine constituant 
un canal cationique de degenerine denomme 11 MDEG " (14) ou 
" BNaC I " (20) dont la sequence en acides amines est 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 

30 numero SEQ ID No : 3. MDEG a ete decrit comme un canal 

cationique de mammifere sensible a l'amiloride qui est 
active par des mutations responsables de 
neurodegenerescence avec les degenerines de C. elegrans. Le 
canal MDEG est un parent structural du canal ASIC, dont la 

35 sequence en acides amines presente environ 67% d'homologie 
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avec la sequence du canal ionique MDEG . Toutefois, les 
proprieties electrophysiologiques de ces deux canaux sont 
dif ferentes car ils ne sont pas actives par les memes 
changements de pH . Ainsi, la gamine de sensibilite de MDEG 
5 {EC50 = 4,05) est differente de celle de ASIC (EC50 = 

6,2). 

II a ete montre que le canal MDEG est active 
par les memes mutations que celles causant une 
degenerescence neuronale chez C. elegans. Ainsi, comme les 

10 mutants de degenerine de C. elegans hyperactifs, les 

mutants actifs de MDEG sont responsables d * une mort 
celiulaire, indiquant que 1 1 acquisition de fonction par ce 
canal ionique neuronal serait impliquee dans plusieurs 
formes de degenerescence neuronale de mammifere et 

i5 notamment humaine . Mais aucune fonction physiologique 

normale de MDEG n'etait connue jusqu'a la mise en evidence 
de son activation par les protons conformement aux canaux 
cationiques de la presente invention. 

L' invention concerne aussi un canal 

20 cationique hybride constitue de 1 ' association d'une 

premiere proteine constituant un canal ionique active par 
les protons selon 1 ' invention avec une seconde proteine 
constituant un canal ionique active par les protons. 
Avant ageusement , ladite seconde proteine est aussi une 

25 proteine constituant un canal ionique active par les 

protons selon 1" invention. A titre d'exemple d'une telle 
association, on peut citer 1 1 association de la proteine du 
canal ASIC avec la proteine du canal MDEG, permettant de 
former un canal hybride presentant une troisieme gamme de 

30 sensibilite au pH (EC50 =4,8). 

Des anticorps poly ou monoclonaux diriges 
contre au moins une proteine constituant un canal ionique 
de 1 ' invention et/ou contre un canal hybride ci-dessus, 
35 oeuvent etre prepares par les methodes classiques decrites 



4 



*■* -...„ 



dans la litterature. Ces anticorps sont utiles pour 
rechercher la presence des canaux ioniques de 1 ' invention 
dans differents tissus humains ou animaux, mais ils 
peuvent aussi trouver des applications dans le domaine 
therapeut ique pour inhiber ou activer in vivo, grace a 
leur specif icite, un canal ASIC et/ou ses derives. 

La presente invention a aussi pour objet une 
molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour une proteine 
constituant un canal cationique neuronal sensible a 
1'amiloride et active par les protons. Plus 
par t icul ierement 1 1 invention concerne une molecule 
d'acide nucleique comprenant au moins une sequence codant 
pour la proteine constituant le canal ASIC dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou pour 
un derive f one t ionnel lement equivalent de cette proteine. 
Une molecule d ' ADN comprenant la sequence codant pour la 
proteine ASIC est celle representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 ou sa 
sequence complemen taire . Une autre molecule d 1 ADN selon 
1 1 invention est celle representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2 ou sous le 
numero SEQ ID NO : 3, ou leur sequence complementaire . 

L' invention concerne egalement un vecteur 
comprenant au moins une molecule d'acide nucleique 
precedente, avant ageusement associee a des sequences de 
controle adaptes, ainsi qu'un procede de production ou 
d' expression dans un note cellulaire d 1 une proteine 
constituant un canal ionique selon 1' invention. La 
preparation de ces vecteurs ainsi que la production ou 
1' expression dans un note des canaux de 1 ' invention 
peuvent etre realisees par les techniques de biologie 



moleculaire et de genie genetique bien connues de 1 ' homme 
du metier. 

A titre d'exemple, un procede de production 
d 1 une proteine constituant un canal cationique selon 
I ' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 1 invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 
constituant le canal cationique, 

- a isoler, par" tous moyens appropries les 
proteines constituant les canaux ioniques de 1' invention. 

A titre d'exemple, un procede d' expression 
d'un canal ionique selon 1 ' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans une cellule, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant 1' expression de canaux ioniques de 
1 ' invent ion . 

L'hote cellulaire mis en oeuvre dans les 
procedes precedents peut etre choisi parmi les procaryotes 
ou les eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures, les cellules de mammiferes, de plantes ou 
d ' insec tes . 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de 
l'hote dans lequel il sera transfere; il peut s'agit de 
tout vecteur comme un plasmide . 

L 1 invention concerne done aussi les cellules 
transf ormees exprimant les canaux ASIC et/ou ses derives 
comme MDEG obtenues conformement aux procedes precedents. 

Ces cellules sont utiles pour le criblage de 
substances capables de moduler la perception de l'acidite, 
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tant en ce qui concerne la nociception que la transduction 
du goOt . Ce criblage est effectue en mettant en contact 
des quant ites variables d'une substance a tester avec des 
cellules exprimant les canaux ASIC, puis en mesurant, par 
5 tous moyens appropries, les effets eventuels de ladite 

substance sur les courants desdits canaux. Des techniques 
61ect rophysiologiques permettent egalement ces etudes et 
font aussi l'objet de la presente invention d£s lors 
qu'elles mettent en oeuvre les canaux ASIC ou leurs 
10 derives . 

Ces criblages permettent d' identifier de 
nouveaux medicaments utiles dans le traitement ou la 
prevention de la douleur . lis permettent egalement de 
rechercher des agents modulateurs du gout acide. En outre, 

15 ils permettent de rechercher des bloqueurs qui sont 

susceptibles d'inhiber des neurodegeneresences provoquees 
par hyperexpression de ces canaux. Les canaux ASIC ont en 
effet des proprietes de selectivity ionique, notamment en 
ce qui concerne leur permeabilite selective au sodium, 

20 potassium et calcium, qui les destinent a avoir des. 

proprietes excitotoxiques lorsqu'ils sont hyperst imules . 

Une proteine constituant un canal ionique 
neuronal ASIC peut etre aussi utile pour la fabrication de 
medicaments destines a traiter ou prevenir des pathologies 

25 impliquant la perception douloureuse de 1 1 acidite qui 

intervient dans les maladies inf lammatoires, les ischemies 
et dans un certain nombre de tumeurs. L 1 invention concerne 
done aussi les composition pharmaceut iques comprenant 
comme principe actif au moins une proteine constituant un 

30 canal ionique selon 1 1 invention. 

Une molecule d' acide nucleique codant pour 
une proteine constituant un canal ASIC ou un derive de 
celui-ci, ou un vecteur comprenant cette molecule d'acide 
35 nucleique ou encore une cellule exprimant des canaux ASIC, 
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sont aussi utiles pour la preparation d'animaux 
transgeniques. II peut s'agir d'animaux sur-exprimant 
lesdits canaux, rnais surtout d'animaux dit "knock out", 
c'est a dire presentant une deficience en ces canaux; ces 
5 animaux transgeniques sont prepares par des methodes 

connues de 1 ' homme du metier, et permettent de disposer de 
modeles vivants pour 1 1 etude de pathologies animales 
associees aux canaux ASIC. 

Les molecules d'acide nucleique de 

10 1 1 invention ou les cellules transformees par ladite 

molecule sont done susceptibles d'etre utilisees dans des 
strategies de therapie genique afin de compenser une 
deficience des canaux ASIC au niveau de un ou plusieurs 
tissus d'un patient. L' invention concerne done aussi un 

15 medicament comprenant des molecules d'acide nucleique de 

1 1 invention ou de cellules transformees par lesdites 
molecules pour le traitement de pathologie impliquant les 
canaux ASIC et leurs derives. 

20 Outre .la propriete d'etre active par les 

protons et les applications decrites ci-dessus qui en 
resultent dans le domaine de La perception de l'acidite, 
le canal ASIC, du fait de sa parente structurale avec le 
canal MDEG, est susceptible de se comporter comme une 

25 degenerine neuronale a la suite de mutation. 

La mort de certains neurones est 
caracter i st ique de plusieurs types de degenerescences 
neuronales telles que les maladies d* Alzheimer, 
d 1 Hunt i ngt on , de Parkinson, la sclerose laterale 

30 amyot rophique, I'ataxie cerebel leuse . Seuls quelques genes 

deficients sont connus et plusieurs restent encore a 
identifier. Le reseau neuronal primitif du nematode C. 
elegans constitue un bon modele du developpement et de la 
mort neuronal. La degene rescence hereditaire chez C. 

35 elegans peut etre due a des mutations des degenerines deg- 
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1, mec-4 et mec 10. Les homologies avec les sous-unit6s du 
canal sodium sensible a l'amiloride, le produit 
d'expression fonctionnel des chimeres mec-4 du canal 
sodium epithelial, suggerent que les degenerines sont des 
5 canaux* ioniques dont 1 ' acquisition de fonction est la 

cause de degenerescence neuronale. 

La presente invention concerne done aussi 
les applications du canal ASIC pour 1 'etude de ses 
modifications pathologiques susceptibles de conduire a des 

10 degenerescences . Les techniques mises en oeuvre pour ces 
applications, par exemple pour le criblage de drogues, 
sont similaires a celles decrites precedemment pour la 
recherche d'agents modulateurs du gout ou d ' analges iques . 

En outre, une proteine constituant un canal 

15 ionique neuronal ASIC peut etre aussi utile pour la 

fabrication de medicaments destines a traiter ou prevenir 
des pathologies impiiquant une degenerescence neuronale 
cerebrale. L'invention concerne done aussi les 
compositions pharmaceut iques comprenant comme principe 

20 actif au moins une proteine constituant un canal ionique 

selon l'invention. 

D'autres caracterist iques et avantages de 
1' invention apparaitront dans la description qui suit se 
25 rapportant aux travaux de recherche ayant mene a la mise 

en evidence et a la caracterisat ion du canal ASIC, et dans 
laquelle il sera fait reference aux sequences et dessins 
en annexe dans lesquels : 

- SEQ ID NO : 1 represente la sequence de 
30 526 acides amines de la proteine du canal ASIC deduite de 

la sequence de l , ADNc de rat. 

- SEQ ID NO : 2 represente la sequence 
partielle de 514 acides amines de la proteine du canal 
ASIC deduite de la sequence partielle de I'ADNc humain. 



- SEQ ID NO : 3 represente la sequence de 
512 acides amines de la proteine du canal MDEG deduite de 
la sequence de I'ADNc humain. 

- La figure 1 represente 1 ' al ignement des 
sequences des proteines ASIC de rat (en haut) et humain 
(en bas) des sequences SEQ- ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2 . La 
comparaison de ces sequences fait apparaitre 1 ' absence de 
14 acides amines au debut de la phase codante humains par 
rapport a celle du rat . 

La figure 2 represente la comparaison de la 
sequence de la proteine du canal ASIC avec la sequence 
d'autres canaux ioniques : 

MDEG (14), un canal cationique de 
mammifere qui est active par des mutations responsables de 
neurodegerescences avec les degenerines de C. elegans. 

- FaNaCh (10), un peptide d'un canal sodium 
de Helix aspersa qui est active par la FMRFamide. 

- La degenerine MEC-4 (12) de C. elegans. 
Dans cette figure, les residus identiques ou 

similaires a ceux de ASIC sont, imprimes respect ivement en 
blanc sur fond noir et en noir sur fond gris. Les regions 
supposees t ransmembranaires (MI, MID d'ASIC sont marquees 
par des barres noires. 

La figure 3 represente I'arbre 
phylogenet ique des proteines des sous unites aNaCh, pNaCh, 
YNaCh, 8NaCh du canal sodium sensible a I'amiloride et des 
degenerines MEC-4, MEC-10 et DEG-1 de C. elegans. 

La figure 4 represente la topologie qui est 
proposee pour cette derniere f ami lie de canaux ioniques 
(30) . 

La figure 5 montre les proprietes 
biophysiques du canal ASIC1 active par les protons. 

- En a : les courants macroscopiques entrant 
enregistres a -70 mV apres des rapides changements du pH 
de pH 7 , 4 a pH 6 . 



10 



En b : La courbe dose reponse du pH 
extracellulaire. Le pH initial etait de 7,4 et les points 
representent les valeurs moyennes de 6 experiences. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques a 
5 -70 mV. 

En c ' : les relations Q-V des patch 
"outside-out" avec 140 mM de Na + (I) ou de Li + (*) dans la 
solution du bain. Q est la charge transports durant la 
transition de pH acide. L'encart dans cette figure montre 
10 les reponses typiques dans un milieu contenant du Na + . 

En d : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels dans un 
patch "outside-out" dans un milieu contenant du Na + . 

- En e : les relations moyennes i-V mesurees 
15 a partir de patch "outside-out" avec 140 mM de Na + (I), 140 

mM de Li+(») ou 1,8 mM de Ca 2+ (A), en tant qu ' ions 
perm^ables majoritaires dans les solutions externes ; les 
potentiels d' inversion etaient respect ivement de 65 mV, 58 
mV et -34 mV . 

20 - En f :- le courant de protons a travers le 

canal ASIC1. Les relations entre le pic de courant et le 
voltage ont ete mesurees a partir de patch "outside-out" 
dans une solution de Na + libre, Ca 2+ libre avec des 
pipettes contenant une solution de K + libre, a pH 4 (•) et 

25 a pH 3 (I) . (A) representent les resultats obtenus dans les 

memes conditions que {■) mais avec du. KC1 dans la pipette. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques 
enregistrees dans les conditions (A). 

La figure 6 montre l'effet du Ca 2+ et de 

30 I'amiloride sur le courant ASIC. 

En a : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels 
membranaires a partir d'un patch outside-out avec 1,8 mM 
de Ca 2+ dans une solution de Na + libre ; les courants se 

35 sont inverses a -35 mV. 
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- En b : Les relations Q-V moyennes a partir 
d'un patch outside-out enregistrees dans des solutions de 
Na + libre contenant 1,8 mM de Ca 2+ (o, potentiel 

d'inversion -34 mV) ou 0,1 mM de Ca^' h (•, potentiel 
5 d'inversion -80 mV) . 

- En c : L'effet du Ca^ + externe sur le pic 
macroscopique de courant entrant enregistre a -70 mV et 
active par un changement rapide de pH de pH 7,4 a pH 6. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques. 

10 Les points representent les valeurs moyennes ± se de 5 

oocytes . 

- En d : L'effet de 1 ' amiloride sur les 
courants actives par les protons H + enregistre a 0 mV a 
partir d ' un patch outside-out . 

15 - En e : L' inhibition du courant 

macroscopique (induit par un changement de pH de pH 7,4 a 
pH 6) a -70 mV par 1 ' amiloride et derives. Les points 
representent les valeurs moyennes ± se de 5 oocytes . 

La figure 7 montre la distribution 

20 tissulaire de l'ARNm du canal ASIC. 

- En a : L'analyse en Northern blot de 
1 'expression ARNm du canal ASIC dans des tissus humains. 

- En b : L'analyse en RT-PCR de I 1 expression 
de l'ARNm du canal ASIC dans le cerveau de rat et dans le 

25 ganglion de la racine dorsale (DRG) . ( + ), (-) representent 

respect ivement les echantillons avec ou sans reverse 
t ransr ipt ase . Des sections d'un gel d'agarose revele au 
bromure d'ethidium 1%. Les f leches indiquent la taille 
escomptee (657 pb) du produit de PCR . 

30 La figure 8 represente 1 1 hybr idat ion in 

situ . 

- En a et b : L 1 hybr idat ion de sections de 
6 \im d'un ganglion de la racine dorsale d'un rat age de 3 
mois avec la sonde E marquee a la digoxigen ine . En a : Une 

35 microphotographie a faible pouvoir eclairant 
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(grossissement de 30 fois) . En b : Une image a haute 
resolution (grossissement de 80 fois) de a . On note ie 
marquage intense des neurones de petit diametre (f leches) . 
Des resultats similaires ont aussi ete obtenus avec les 
5 sondes A, C et D. 

— En c : La distribution de 1 ' ARNm du canal 
ASIC dans le cerveau d 1 un rat adulte analys§e par 
hybridation in situ avec 1 ' oligonucleotide antisens C. Des 
resultats identiques ont ete obtenus avec 
10 1 ' oligonucleotide B. Les couleurs indiquent 1 ' abondance 

(rouge : haute expression ; bleu : non detectable) . Les 
abreviations utilisees dans la figure sont les suivantes : 
Cer = Cerebellum ; Hip = Hyppocampe ; OB = Bulbe olfactif 
; Cx = Cortex. 

15 



1) Clonage du canal ASIC . 

Les sequences conservees de la famille de 
20 canaux ioniques ASIC ont ete utilisees pour preparer les 

amorces PCR de sequences suivantes : 

TTYCCIGCIRTIACI ITNTGYAAY, et 
CAIARICCIAI ITGNCCNCCDAWRTC . 

Une banque d'ADNc de cerveau de rat 
25 (Stratagene #936515) a ete hybridee avec le produit de PCR 

de 1 kB de cerveau de rat et des clones partiels ont ete 
isoles. L'extremite 5e de l'ADNc (202 bp) a ete isolee par 
PCR apres une ligation adaptee a l'ADNc double brin . 

30 2) Elect rophysioloaie . 

0,25 ng d'ARNc a ete injecte dans des 
oocytes de Xenopus laevis et les microelect rodes 
d 1 enregistrement pour le voltage impose et pour le patch- 
clamp ont ete mises en place deux jours apres 1' injection. 

35 Les solutions de bains pour les enregist rements de patch 
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out side- out et les pipettes pour les enregi st rements de 
patch out side -out et de cellules tot ales, contenaient : 
140 mM KC1 (ou NMDG) , 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 10 mM Hepes, 
pH 7,4 (avec KOH) . Les pipettes pour les enregi st rements 
de patch out side- out et les solutions de bains pour les 
enregistrements de patch outside-out et de cellules 
totales, contenaient : 140 mM NaCl (ou LiCl ou NMDGC1) , 
2 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 10 mM Hepes, pH 7,4 (ajuste avec 
HC1, NaOH , Li OH ou TMAOH) . Les changements rapides de pH 
depuis le pH initial ont ete obtenus par per f us ion avec 
une solution de bain ajustee aux pH indiques dans les 
figures. L 1 acidification intracellulaire des oocytes a ete 
realisee en injectant 50 nl de la solution interne a pH2 
ou par perfusion et retrait d 1 un milieu de bain contenant 
20 mM NH4CI. Aucun des courants enregistres n'etait 
contamine par le courant Ca 2+ sensible au Cl~ de 1 1 oocyte 
de Xenopus . Les donnees ont ete echanti 1 lonnees a 2 kHz et 
filtrees a 500 Hz pour l'nalyse (Logiciel Biopatch) . 

3 ) Analyse Nortern Blot, RT-PCR et 
hybridation In situ . 

Le Northern blot a ete obtenu aupres de la 
Societe Clontech (Palo Alto, Ca) et contenait environ 2 |^g 
d 1 ARN poly(A+) par ligne. Le blot a ete hybride avec un 
fragment du clone partiel humain (correspondant aux bases 
270 a 764 du clone de rat) marque au 32p^ 3 65°C dans 
6xSSC. Pour I'analyse RT-PCR, 5 \ig de 1 1 ARN total de 
cerveau de rat et 3 |J,g de ganglion de . la racine dorsale 
ont ete reverse transcrits et 1/30 de 1 ' echant illon a ete 
ampli fie par 30 cycles de PCR avec les amorces de 
sequences ci -des sous : 

ATTGCTCTTCCCATCTCTAT , et 

TTCAAGGCCCATACCTAAGT . 

Les controles negatifs ont ete traites de 
fagon identique, a 1 'exception de la reverse transcriptase 



14 



qui n'a pas ete ajoutee. Les oligonucleotides antisens 
correspondant aux base 70 a 114 (A), 215 a 248 (B) , 1821 £ 
1859 (C) , 1896 a 1940 (D) et 1 1 ADN double brin 
correspondant aux base 1685 a 2672 ont ete utilises pour 
les hybridations in situ. Les sections de cerveau de rat 
adulte ont ete hybridees avec les oligonucleotides B ou C 
dont l'extremite etait marquee au 32 P, pour une nuit a 
37°C dans 50% formamide, 2xSSC, puis lavees a temperature 
ambiante dans IxSSC. Le signal a ete aboli par un exces 
500 fois d ' oligonucleotides non marques. Les sections de 
ganglion de la racine dorsale ont ete hybridees avec les 
oligonucleotides A, C ou D marques par la 
digoxigenine (DIG) -dUTP et avec la sonde E marquee par DIG- 
d-UTP par PCR. Le marquage des sondes, la preparation des 
echant illons, 1 1 hybridat ion et la visualisation des a.cides 
nucleiques DIG avec la phosphatase alcaline conjugu.ee a 
des .anticorps anti-DIG ont ete realises conformement aux 
protocoles du fournisseur (Boehringer Mannheim) . 

4 ) Analyse informatigue . 

L'alignement de sequences et 1 ' arbre 
phy logenet ique (substitution Kimura, option UPGMA) ont ete 
realises avec le logiciel GCG (Genetics Computer Group, 
Madison WI ) . 

II - Resultats . 

L 1 ADNc de 35 kb isole de cerveau de rat code 
pour une proteine de 526 acides amines qui presente, comme 
montre sur la figure 2, des homologies avec tous les 
membres clones de la famille des canaux sodium de 
degenerine sensibles a l f amiloride. 

Comme montre sur la figure 5, 1 'expression 
de l'ARNc dans des oocytes de Xenopus a induit un courant 
entrant active par les protons H + . Les proprietes 
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biophysiques et la pharmacologie du canal ASIC sont 
proches de celles decrites pour les canaux cationiques 
actives par les protons des neurones sensoriels (3, 15, 
16) . Une baisse du pH ext racellulaire au dessous d 1 un pH 
5 de 6,9 active un courant entrant rapidement eleve et 

desensibilise (figure 5 a et b) . Ce canal est active par 
les protons extracellulaires, puisque, comme montre sur la 
figure 5 (c et d) , 1 * application d'un acide sur la face 
extracellulaire de patch outside-out active le canal. 

10 L f acidification i n t r a c e 1 1 u 1 a i r e d'oocytes et 

1 1 acidi f icat ion de la face intracellulaire de patch 
outside-out n'active pas le canal ASIC ni n'altere le 
courant ASIC induit par les protons extracellulaires. 

L ' analyse des courbes I-V de la figure 5 (c 

15 et e) enregistrees avec differents cations 

extracellulaires montre que Na + est I'ion permeable 
majoritaire (canal de conductance simple 14,3 pS) . Comme 
le canal ionique sensible aux protons des neurones 
sensoriels (15, 16), le canal ASIC discrimine faiblement 

20 entre les cations (figure 5 c, e, f) . En effet, le canal 

est aussi permeable a Li + , K + , Ca 2+ et H+ , avec des 
rapports pNa + /pLi+ =1,3 (figure 5c, e), pNa + /pK + - 13 
(figure 5c, e) , pNa + /Ca 2+ - 2,5 (figure 5 e) et pNa + /H + - 
0,8 (figure 5 f ) . La permeabilite au Ca 2 + de ASIC pourrait 

25 etre un chemin d' entree voltage independant de Ca 2+ dans 

la cellule. Un courant entrant de Ca 2+ dans la cellule a 
travers les canaux ASIC peut etre detecte en 1* absence de 
Na + extracellulaire (figure 6a, b) . Comme indique sur la 
figure 5 (e) la conductance unitaire pour Ca 2_h etait de 

30 5,2 pS . En presence de 140 mM de Na + extracellulaire, 

1 1 augmentation des concentrations en Ca 2 + externe, a 
diminue 1' amplitude du courant active par les protons 
(figure 6c), demontrant ainsi que Ca2 + i nh ibe 1 a 
permeabilite au Na + . Un blocage par le Ca 2+ externe est 

35 caracteristique du I(H+) des neurones sensoriels (17). Le 
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courant entrant active par H + dans les neurones sensoriels 
est inhibe par 1 ' amilor ide (18) et 

1 'ethylisopropylamiloride (EIPA) (19). Comme montre a la 
figure 6 (d, e) le canal ASIC presente la meme 

5 pharmacologie et est bloque de fagon reversible (Kd = 10 

|llM) par l ! amiloride et ses derives benzamil et EIPA. 

Par ailleurs, la proteine du canal ASIC 
presente environ 67% d'homologie de sequences avec le 
canal ionique de degenerine denomme "MDEG" (14) ou "BNaCI" 

10 (20) . Toutefois, les proprietes electrophysiologiques de 

ces deux clones exprimes dans les oocytes de Xenopus sont 
clairement dif ferentes : 

- Comme moncre sur la figure 5a, le canal 
MDEG n'est pas active par les memes changements de pH que 

15 le canal ASIC. ^ . 

- La substitution du residu glycine en 
position 430 de MDEG par un acide amine encombrant acide, 
comme la valine ou la phenylalanine active le canal (14), 
tout comme "la mutation de l'alanine en position 704 de la 

20 degenerine MEC-4 cause une neurodegerescence chez C. 

elegans (12). Des mutations identiques d'ASIC (glycine en 
position 431 remplacee par la valine ou la phenylalanine) 
n'entrainent pas d'activite et les mutants ne peuvent pas 
etre actives par les protons. 

25 Les canaux cationiques actives par les 

protons ont ete decrits dans les neurones sensoriels mais 
aussi dans les neurones du systeme nerveux central (21) . 
La distribution tissulaire de l'expression de 1 ' ARNrn du 
canal ASIC est en accord avec cette observation. Comme 

30 rapporte dans la figure 7a, un transcrit de 4 , 3 kb a ete 

detecte dans le cerveau par analyse en Northern blot, et 
les resultats de la RT-PCR rapportes a la figure 7b 
montrent que le ganglion de la racine dorsale exprime 
1 ' ARNrn de ASIC. La figure 8 <a,b) montre que 1 'ARNrn de 

35 ASIC est bien exprime dans les petits neurones du ganglion 
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de la racine dorsale, ce qui supporte le fait que ASIC est 
le canal cationique active par les protons rapidement 
desensibil isant decrit dans les neurones sensoriels 
nociceptifs. Alors que la presence de canaux cationiques 
5 actives par les protons dans le ganglion de la racine 

dorsale est en accord avec leur fonction de detecteur de 
l'acidite dans la nociception, leur role dans le cerveau 
reste a etablir. Les resultats d ' hybridation in situ de la 
figure 8c montrent une expression large et heterogene de 

10 I'ARNm du canal ASIC. Les niveaux d'expression les plus 

eleves ont ete observes dans le bulbe olfactif principal, 
le cortex cerebral, 1 1 hyppocampe , I'habenula, le noyau 
amygdaloide basolateral et le cerebellum. L'activite 
synaptique s 1 accompagne de changements du pH 

15 extracellulai re (22, 23) et les changements localises 

rapides de pH dans ou a proximite de la fente synaptique 
sont sensiblement plus satures et forts que les 
fluctuations macroscopiques du pH rapportees. 

Les canaux cationiques actives par les 

20 protons sont les seuls canaux ioniques connus qui sont 

directement actives par un changement du pH et il a ete 
envisage que les fluctuations ext race 1 lu la i re s du pH 
jouent un role neuromodulateur (23). L'expression de 
canaux cationiques dans le cerveau supporte en outre 

25 1 ' hypothese que les fluctuations de pH ne sont pas 

seulement une activation neuronale par un produit, mais 
davantage un cherrtin de communication dans le systeme 
nerveux central. 

Outre les canaux cationiques actives par les 

30 protons rapidement inactives, il a ete rapporte la 

presence dans les neurones sensoriels de canaux 
cationiques actives par les protons presentant des 
cinetiques plus lentes (4, 24). Les canaux cationiques 
actives par les protons forment probablement , comme 

35 d'autre canaux cationiques actives par un ligand (25, 26), 
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une famille de canaux cationiques ou differentes sous- 
unites ou combinaisons de sous-unites constituent les 
canaux avec diverses proprietes pharmacologiques et 
biophysiques . 

5 La sensation de 1'acidite n'est pas 

uniquement impliquee dans la nociception, mais est aussi 
associee a la transduction du gout (2) . Les stimulations 
acides activent les canaux cationiques actives par les 
protons dans les cellules du •"gout (2, 27) et l'amiloride 

10 inhibe la perception du gout acide (2) . Aussi, les donnees 

tant physiologiques que pharmacologiques indiquent que 
ASIC et d'autres membres de cette famille sont impliques 
dans la transduction du gout. II est en effet 
particulierement frappant que la meme classe de canaux 

15 ioniques soit associee a differentes facettes. de la 

perception sensorielle : 

- Les canaux sodium sensibles a 1 1 amiloride 
sont associes a la transduction du gout sale (2) . 

Les degenerines de C. e legans sont 
20 impliquees dans la mecanot ransduct ion et ont ete proposees 

comme formant des canaux ioniques mecanosensibles (28, 
29) . 

- les canaux ASIC sont impliques dans la 
nociception et dans la transduction du goOt acide. 

25 Le clonage du canal ASIC permet de disposer 

d'un nouvel outil d ' invest igation de ce groupe de canaux 
ioniques et de developper des bloquants specifiques 
trouvant leur utilisation notamment comme analgesiques. 
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LISTE DE SEQUENCES. 
NOMBRE DE SEQUENCES : 3 
5 INFORMATION CONCERN ANT LA SEP ID NO : 1 

i) CARACTRERI ST IQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : 3562 paires de base 

B) TYPE : acide nucleique 
10 C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 
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ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
vi) ORIGINE : rat 

ix) CARACTERI STIQUE 

A) NOM/CLE : ASIC 

B) LOCALISATION : 123 . . 1700 

20 xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1 : 

CACACACACA CACACACACA C AC AC AC AC A CACACACACA CACACAGAAC CTGCGCCTGT 60 
GCCTGTGCCT GTGCCTGTGC CTGTTTGAGA GCTGGAGACA CAGAAGGATC CCCTTGGCAA 12 0 
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GG ATG GAA TTG AAG ACC GAG GAG GAG GAG GTG GGT GGT GTC CAG CCG 167 
Met Glu Leu Lys Thr Glu Glu Glu Glu Val Gly Gly Val Gin Pro 
1 5 10 15 



30 GTG AGC ATC CAG GCT TTC GCC AGC AGC TCC ACG CTG CAT GGT CTT GCC 215 

Val Ser lie Gin Ala Phe Ala Ser Ser Ser Thr Leu His Gly Leu Ala 

20 25 30 

CAC ATC TTC TCC TAT GAG CGG CTG TCT CTG AAG CGG GCA CTG TGG GCC 2 63 

35 His He Phe Ser Tyr Glu Arg Leu Ser Leu Lys Arg Ala Leu Trp Ala 
35 40 45 

CTG TGC TTC CTG GGT TCG CTG GCC GTC CTG CTG TGT GTG TGC ACT GAG 311 

Leu Cys Phe Leu Gly Ser Leu Ala Val Leu Leu Cys Val Cys Thr Glu 
40 50 55 60 

CGT GTG CAG TAC TAC TTC TGC TAT CAC CAC GTC ACC AAG CTT GAC GAA 359 

Arg Val Gin Tyr Tyr Phe Cys Tyr His His Val Thr Lys Leu Asp Glu 
65 70 75 

45 

GTG GCT GCC TCC CAG CTC ACC TTC CCT GCT GTC AC A CTG TGC AAT CTC 407 

Val Ala Ala Ser Gin Leu Thr Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn Leu 
80 85 90 95 

50 AAT GAG TTC CGC TTT AGC CAA GTC TCC AAG AAT GAC CTG TAC CAT GCT 4 55 

Asn Glu Phe Arg Phe Ser Gin Val Ser Lys Asn Asp Leu Tyr His Ala 

100 105 HO 
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GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTC AAC AAC AGG TAT GAG ATC CCG GAC ACA 
Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Arg Tyr Glu lie Pro Asp Thr 
115 120 125 

CAG ATG GCT GAT GAA AAG CAG CTA GAG ATA. TTG CAG GAC AAG GCC AAC 
Gin Met Ala Asp Glu Lys Gin Leu Glu lie Leu Gin Asp Lys Ala Asn 
130 135 140 

TTC CGG AGC TTC AAG CCC AAG CCC TTC AAC ATG CGT GAA TTC TAC GAC 
Phe Arg Ser Phe Lys Pro Lys Pro Phe Asn Met Airg Glu Phe Tyr Asp 
145 150 155 

AGA GCG GGG CAC GAT ATT CGA GAC ATG CTG CTC TCG TGC CAC TTC CGT 
Arg Ala Gly His Asp lie Arg Asp Met L#u Leu Ser Cys His Phe Arg 
160 165 170 175 

GGG GAG GCC TGC AGC GCT GAA GAT TTC AAA GTG GTC TTC ACT CGG TAT 
Gly Glu Ala Cys Ser Ala Glu Asp Phe Lys Val Val Phe Thr Arg Tyr 
180 185 190 

GGG AAG TGT TAC ACA TTC AAC TCG GGC CAA GAT GGG CGG CCA CGG CTG 
Gly Lys Cys Tyr Thr Phe Asn Ser Gly Gin Asp Gly Arg Pro Arg Leu 
195 200 205 

AAG ACC ATG AAA GGT GGG ACT GGC AAT GGC CTG GAG ATC ATG CTG GAC 
Lys Thr Met Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu lie Met Leu Asp 
210 215 220 

ATT CAG CAA GAT GAA TAT TTG CCT GTG TGG GGA GAG ACC GAC GAG ACA 
lie Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro Val Trp Gly Glu Thr Asp Glu Thr 
225 230 235 

TCC TTC GAA GCA GGC ATC AAA GTG CAG ATC CAC AGT CAG GAT GAA CCC 
Ser Phe Glu Ala Gly He Lys Val Gin lie His Ser Gin Asp .Glu Pro 
240 245 250 255 

CCT TTC ATC GAC CAG CTG GGC TTT GGT GTG GCT CCA GGT TTC CAG ACG 
Pro Phe He Asp Gin Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin Thr 
260 265 270 

TTT GTG TCT TGC CAG GAG CAG AGG CTC ATC TAC CTG CCC TCA CCC TGG 
Phe Val Ser Cys Gin Glu Gin Arg Leu lie Tyr Leu Pro Ser Pro Trp 
275 280 285 

GGC ACC TGC AAT GCT GTT ACC ATG GAC TCG GAT TTC TTC GAC TCC TAC 
Gly Thr Cys Asn Ala Val Thr Met Asp Ser Asp Phe Phe Asp Ser Tyr 
290 295 300 

AGC ATC ACT GCC TGC CGG ATT GAT TGC GAG ACG CGT TAC CTG GTG GAG 
Ser lie Thr Ala Cys Arg lie Asp Cys Glu Thr Arg Tyr Leu Val Glu 
305 310 315 

AAC TGC AAC TGC CGT ATG GTG CAC ATG CCA GGG GAC GCC CCA TAC TGC 
Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala Pro Tyr Cys 
320 325 330 335 
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ACT CCA GAG CAG TAC AAG GAG TGT GCA GAT CCT GCC CTG GAC TTC CTA 117 5 

Thr Pro Glu Gin Tyr Lys Glu Cys Ala Asp Pro Ala Leu Asp Phe Leu 
340 345 350 

5 GTG GAG AAA GAC CAG GAA TAC TGC GTG TGT GAG ATG CCT TGC AAC CTG 122 3 

Val Glu Lys Asp Gin Glu Tyr Cys Val Cys Glu Met Pro Cys Asn Leu 
355 360 365 

ACC CGC TAC GGC AAG GAG CTG TCC ATG GTC AAG ATC CCA AGC AAA GCC 12 71 

10 Thr Arg Tyr Gly Lys Glu Leu Ser Met Val Lys lie Pro Ser Lys Ala 
370 375 380 

TCC GCC AAG TAC CTG GCC AAG AAG TTC AAC AAA TCG GAG CAG TAC ATA 1319 

Ser Ala Lys Tyr Leu Ala Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu Gin Tyr lie 

15 385 390 395 

GGG GAG AAC ATT CTG GTG CTG GAC ATT TTC TTT GAA GTC CTC AAC TAT 13 67 

Gly Glu Asn lie Leu Val Leu Asp lie Phe Phe Glu Val Leu Asn Tyr 
400 405 410 415 
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40 



50 



GAG ACC ATC GAG CAG AAA AAG GCC TAT GAG ATC GCA GGG CTG TTG GGT 1415 
Glu Thr lie Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu He Ala Gly Leu Leu Gly 
420 425 430 



25 GAC ATC GGG GGC CAG ATG GGG TTG TTC ATC GGT GCC AGC ATC CTC ACC 1.4 6 3 

Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly Ala Ser He Leu Thr 

435 440 445 

GTG CTG GAA CTC TTT GAC TAT GCC TAC GAG GTC ATT AAG CAC AGG CTG 1511 

30 Val Leu Glu Leu Phe Asp Tyr Ala Tyr Glu Val He Lys His Arg Leu 

450 455 460 

TGC AGA CGT GGA AAG TGC CAG AAG GAG GCT AAG AGG AGC AGC GCA GAC 155 9 

Cys Arg Arg Gly Lys Cys Gin Lys Glu Ala Lys Arg Ser Ser Ala Asp 

35 465 470 475 

AAG GGC GTG GCG CTC AGC CTG GAT GAC GTC AAA AGA CAC AAT CCC TGC 1607' 

Lys Gly Val Ala Leu Ser Leu Asp Asp Val Lys Arg His Asn Pro Cys 
480 485 490 495 



GAG AGC CTC CGA GGA CAT CCT GCC GGG ATG ACG TAC GCT GCC AAC ATC 16 55 

Glu Ser Leu Arg Gly His Pro Ala Gly Met Thr Tyr Ala Ala Asn He 
500 505 510 



45 CTA CCT CAC CAT CCC GCT CGA GGC ACG TTT GAG GAC TTT ACC TGC TAA 17 0 3 

Leu Pro His His Pro Ala Arg Gly Thr Phe Glu Asp Phe Thr Cys * 
515 520 526 



GCCCTCGCAG GCCGCTGTAC CAAAGGCCTA GGTGGGGAGG GCTGGGGGAG CAAGGGGCCC " 17 6 3 

CCAACTGCCC CCAGCTACCC TGTGGACTTA ACTGCATTCC TGGTC AGTGG TTCCCTCTTG 182 3 

TCTGTGGTGA GAAAGGAGTC TTG ACC AT AG AGTCCTCTCC CAGCCTCTAT CCCATCTTTT 1943 

55 TATTTTAATT TAATCACATT TGCTCTGTAA TATTGCTTGA GGCTGGGGAT CGTGATTTCC 2 003 



CCCCAGTTCT TTTATTGTTG AGAATAGTTT TCTCTATTCT GGGTTTTCTG TTATTTC AAA 20 63 
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TGAATCTGCA AATTGCTCTT CCCATCTCTA 
TTGTATTGAA TCTGTAGATT GCCTTTGGTA 
5 CAATTCATGA GCAAGGGAGA TCTTTCTATC 
AGACTTGAAG TTCTTGTCAT AAAAATCTTT 
TTGTTTGTGA CTATTGTGAA TGGTGTCATT 

10 

TTTGAGTAGA GGAAGGCTTC TGATTTGTTT 
AAGTTCTTTA TCAGGTTTAG GTGTTCTCTG 
15 ATTATATCAT CTGCAAATAG TGATATTTCA 
GGACTTTTTG TTGTCTAATT GCTCTGGCTA 
GAGAGAGTGG GCAGCCTTGT CTAGTTCCTG 

20 

CATTTAGTTT GATATTGGCT ACTGGTTTGC 
GGCCTTGAAT TCCTGATATT TCCAAGACTT 
25 ATGCTTTCTC AGCATCTAAT GAGATGATCA 
TATAGTGGGT TACATGAAAG GATCATTTCT 
ATTGTGACTC ATTTCCATAG CAGGCTCTAT 

30 

CTTGGGGAAG GCATTACCTC TTGGTTGAAG 
AATAGCCTCA AGTCCAAGTA CTTGCCCAGA 
35 ACCAGAGATG TACTCTTCTC TCCTTTGAAG 
AGAGATACTC CTTCGAACTG CAAAAGAAAT 
GTTTTCTTTT TATTAAATAG CTGCTTGTAA 

40 

GGAGACAGAA TGACTCTGTG CCTTCACTGA 
GAACCTATCA TAGTGAAACA TCTCATTCCC 
45 TGACTCTGAA ATGTTATAAT CGTGACAACT 
GATAGAGAAA CCAGGCTTGG AGCCTCATGT 
TAAGGTTGGT TTGAGCGAAG AACAATACCT 

50 

AAAGGAAAGA AGGAAAGAAA GAG AG AG AAA 



TGAAGAATTG CGTTGGAATT TTGATGGGGA 212 3 

AGATGGCCAT TTTTACTATG TTAATCCTGC 2183 

TCTGAAATCT ACTTCAGTTT CTTTCTTCAG 22 4 3 

TTGGTTAGAG CCACACCAAG GTATTTTATA 2 30 3 

TCCCTAATTT CCTTCTCAGC CTACTTATCC 2 3 63 

GGGTTAATTT TATACCCAGC TGCTTTGCTA 2 42 3 

GTGGAACTTT TGGGGTCACG TAAGAATACT 2 48 3 

CTTCTTCCTT TCCAATTTCT ATCCCTCTGG 254 3 

GGACTTCAAA TTCTATATTG AATAGATAGG 2 60 3 

GTTTTCGTGG GATCGCTTCA AATTTCTCTC 2 6 63 

TGTATATGGC TTTTACTGTA CTTAGGTATG 2 72 3 

TTAACATGAA GGGGTTTTGA AATTTGCCAA 278 3 

TGTGCCCTCC gCCCACCTTG AGTTTGTTTA 284 3 

AATAGTCCAC AAGTCTGCCA AATCTTGCTG 2 90 3 

AACTTCTCTA ACAGATTGCA TTAAACTCTG 2 96 3 

CAATGTTGTA GTTTCTATGC CTGCTGAGTA 302 3 

CTAATGATCA AACGTATCCA GGAGTTCCAT .308 3 

TACATTGCTG GAAGAGTAAT TGTGTTTGCT 314 3 

CTCTTGGCTA AGCATATAAT CAAGCCTCAG 32 0 3 

GAAAGTGGAC ACTAAGCAT A TACCTCAAAG 32 6 3 

TGGAAGTCTG GGTTACAAAT TACATCAGAA 3 32 3 

CTGGTATAAT CCCTTCTAGA AATACACTTG 3 38 3 

AGGCTGTTAC AGATACACCA AGTTAAATTT 34 4 3 

CCATAGGGCA AGAGGAAGAT GCTGAGTGTT 350 3 

TGTGTCACAA AAATGAAAGG AAAAAAGAAA 3563 

GAAAAAGAAA GAAAGAAAAA AAAAAAAAA 35 62 
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INFORMATION CONCERNANT LA SEP ID NO : 2 L 

i) CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : 1620 paires de base 

B) TYPE : acicie nucleique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
vi) ORIGINE : homme 

ix) CARACTERISTIQUE 

A) NOM/CLE : ASIC 

B) LOCALISATION : 1 . . 1542 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 2 : 

CCG GTG AGC ATC CAG GCC TTC GCC AGC AGC TCC ACA CTG CAC GGC ATG 
Pro Val Ser lie Gin Ala Phe Ala Ser Ser Ser Thr Leu His Gly Met 
15 10 15 

GCC CAC ATC TTC TCC TAC GAG CGG CTG TCT CTG AAG CGG GCA CTG TGG 
Ala His lie Phe Ser Tyr Glu Arg Leu Ser Leu Lys Arg Ala Leu Trp 
20 25 30 

GCC CTG TGC TTC CTG GGC TCG CTG GCT GTG CTG CTG TGT GTG TGC ACG 
Ala Leu Cys Phe Leu Gly Ser Leu Ala Val Leu Leu Cys Val Cys Thr 
35 40 ' 45 

GAG CGT GTG CAG TAC TAC TTC CAC TAc CAC CAT GTC ACC AAG CTC GAC 
Glu Arg Val Gin Tyr Tyr Phe His Tyr His His Val Thr Lys Leu Asp 
50 55 60 

GAG GTG GCT GCC TCT CAG CTT ACC TTC CCT GCT GTC ACG CTG TGC AAC 
Glu Val Ala Ala Ser Gin Leu Thr Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn 
65 70 75 80 

CTC AAC GAG TTC CGC TTT AGC CAA GTC TCC AAG AAT GAC CTG TAT CAT 
Leu Asn Glu Phe Arg Phe Ser Gin Val Ser Lys Asn Asp Leu Tyr His 
85 90 95 

GCT GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTC AAC AAC AGG TAT GAG ATA CCA GAC 
Ala Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asn Asn Arg Tyr Glu lie Pro Asp 
100 105 HO 

ACA CAG ATG GCA GAT GAA AAG CAG CTG GAG ATA CTG CAG GAC AAA GCC 
Thr Gin Met Ala Asp Glu Lys Gin Leu Glu lie Leu Gin Asp Lys Ala 
115 120 125 

AAC TTC CGC AGC TTC AAA CCC AAA CCC TTC AAC ATG CGT GAG TTC TAC 
Asn Phe Arg Ser Phe Lys Pro Lys Pro Phe Asn Met Arg Glu Phe Tyr 
130 135 140 

GAC CGA GCT GGG CAC GAC ATT CGA GAC ATG CTG CTC TCC TGC CAC TTC 
Asp Arg Ala Gly His Asp lie Arg Asp Met Leu Leu Ser Cys His Phe 
145 150 155 160 
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CGG GGG GAG GTC TGC AGC GCT GAA GAC TTC AAG GTG GTC TTC ACA CGC 
Aro Glv Glu Val Cys Ser Ala Glu Asp Phe Lys Val Val Phe Thr Arg 
165 170 175 

TAT GGA AAG TGC TAC ACG TTC AAC TCG GGC CGA AAT GGG CGG CCG CGG 
Tyr Gly Lys Cys Tyr Thr Phe Asn Ser Gly Arg Asn Gly Arg Pro Arg 
180 185 190 

CTG AAG ACC ATG AAG GGT GGG ACG GGC AAT GGG CTG GAA ATC ATG CTG 
Leu Lys Thr Met Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu lie Met Leu 
195 200 205 

GAC ATC CAG CAG GAC GAG TAC CTG CCT GTG TGG GGG GAG ACT GAC GAG 
Asp He Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro VS1 Trp Gly Glu Thr Asp Glu 
210 215 220 

ACG TCT TTC GAA GCA GGC ATC AAA GTG CAG ATC CAT AGT CAG GAT GAA 
Thr Ser Phe Glu Ala Gly He Lys Val Gin lie His Ser Gin Asp Glu 
225 230 235 240 

CCT CCT TTC ATC GAC CAG CTG GGC TTT GGC GTG GCC CCA GGC TTC CAG 
Pro Pro Phe He Asp Gin Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin 
245 250 255 

ACC TTT GTG GCC TGC CAG GAG CAG CGG CTC ATA TAC CTG CCC CCA CCC 
Thr Phe Val Ala Cys Gin Glu Gin Arg Leu He Tyr Leu Pro Pro Pro 
260 265 270 

TGG GGC ACC TGC AAA GCT GTT ACC ATG GAC TCG GAT TTG GAT TTC TTC 
Trp Gly Thr Cys Lys Ala Val Thr Met Asp Ser Asp Leu Asp Phe Phe 
275 280 285 

GAC TCC TAC AGC ATC ACT GCC TGC CGC ATC GAC TGT GAG ACG CGC TAC 
Asp Ser Tyr Ser He Thr Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr 
290 295 300 

CTG GTG GAG AAC TGC AAC TGC CGC ATG GTG CAC ATG CCA GGG GAT GCC 
Leu Val Glu Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala 
305 310 315 320 

CCA TAC TGT ACT CCA GAG CAG TAC AAG GAG TGT GCA GAT CCT GCT CTG 
Pro Tyr Cys Thr Pro Glu Gin Tyr Lys Glu Cys Ala Asp Pro Ala Leu 
325 330 335 

GAC TTC CTG GTG GAG AAG GAC CAG GAG TAC TGC GTG TGT GAA ATG CCT 
Asp Phe Leu Val Glu Lys Asp Gin Glu Tyr Cys Val Cys Glu Met Pro 
340 345 350 

TGC AAC CTG ACC CGC TAT GGC AAA GAG CTG TCC ATG GTC AAG ATC CCC 
Cys Asn Leu Thr Arg Tyr Gly Lys Glu Leu Ser Met Val Lys He Pro 
355 360 365 

AGC AAA GCC TCA GCC AAG TAC CTG GCC AAG AAG TTC AAC AAA TCT GAG 
Ser Lys Ala Ser Ala Lys Tyr Leu Ala Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu 
370 375 380 
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CAA TAC ATA GGG GAG AAC ATC CTG GTG CTG GAC ATT TTC TTT GAA GTC 12 00 

Gin Tyr lie Gly Glu Asn He Leu Val Leu Asp He Phe Phe Glu Val 
385 390 395 400 

5 CTC AAC TAT GAG ACC ATT GAA GAG AAG AAG GCC TAT GAG ATT GCA GGG 12 48 

Leu Asn Tyr Glu Thr lie Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu He Ala Gly 
405 410 415 

CTC CTG GGT GAC ATC GGG GGC CAG ATG GGG CTG TTC ATC GGG GCC AGC 12 9 6 

10 Leu Leu Gly Asp He Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe He Gly Ala Ser 
420 425 430 

ATC CTC ACG GTG CTG GAG CTC TTT GAC TAC GCC TAC GGG GTC ATT AAG 134 4 

He Leu Thr Val Leu Glu Leu Phe Asp Tyr Ala Tyr Gly Val He Lys 
15 435 440 445 

CAC AAG CTG TGC CGA CGA GGA AAA TGC CAG AAG GAG GCC AAA AGG AGC 13 92 

His Lys Leu Cys Arg Arg Gly Lys Cys Gin Lys Glu Ala Lys Arg Ser 

450 455 460 

20 

AGT GCG GAC AAG GGC GTG GCC CTC AGC CTG GAC GAC GTC AAA AGA CAC 14 40 

Ser Ala Asp Lys Gly Val Ala Leu Ser Leu Asp Asp Val Lys Arg His 

465 470 475 480 

25 AAC CCG TGC GAG AGC CTT CGG GGC CAC CCT GCC GGG ATG AC A TAC GCT 1.4 8 8 

Asn Pro Cys Glu Ser Leu Arg Gly His Pro Ala Gly Met Thr Tyr Ala 
485 490 495 

GCC AAC ATC GTA CCT CAC CAT CCG GCC CGA GGC ACG TTC GAG GAC TTT 153 6 

30 Ala Asn He Val Pro His His Pro Ala Arg Gly Thr Phe Glu Asp Phe 
500 505 510 

ACC TGC TGA GCCCCG^AGG CCGCCGAACC AAAGACCTAG ATGGGGAGGA CTAGGAGAGC 159 5 
Thr Cys * 
35 514 



GAGGGGGCCC CCAGCTGCCT CCTAA 



1620 
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INFORMATION CONCERN ANT LA SEP ID NO : 3 : 

i) CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 
A) LONGUEUR : 1666 paires de base 

5 B) TYPE : acide nucl^ique 

C) NOMBRE DE BRINS : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
10 vi) ORIGINE : homnie 

ix) CARACTERISTIQUE 

A) NOM/CLE : MDEG 

B) LOCALISATION : 127 . . 1663 

15 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3 

TCTGGCGCGA TGCTTACCTT GCGTTCTCTC CCCTGAACGT CAAGGTTTAA GCAGAGCCCG 60 

20 AGGACTGGGA GCTCTTCTCT GAAATTCGAT CAACCTGAAG CCAGTTGCGG AACTGCACGG 12 0 

GGTCCCG ATG GAC CTC AAG GAA AGC CCC AGT GAG GGC AGC CTG CAA CCT 169 
Met Asp Leu Lys Glu Ser Pro Ser Glu Gly Ser Leu Gin Pro 
15 10 
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45 



TCT AGC ATC CAG ATC TTT GCC AAC ACC TCC ACC CTC CAT GGC ATC CGC 217 
Ser Ser lie Gin lie Phe Ala Asn Thr Ser Thr Leu His Gly lie Arg 
15 20 25 30 



30 CAC ATC TTC GTG TAT GGG CCG CTG ACC ATC CGG CGT GTG CTG TGG GCA 2 65 

His lie Phe Val Tyr Gly Pro Leu Thr lie Arg Arg Val Leu Trp Ala 
35 40 45 

GTG GCC TTC GTG GGC TCT CTG GGC CTG CTG CTG GTG GAG AGC TCT GAG 313 

35 Val Ala Phe Val Gly Ser Leu Gly Leu Leu Leu Val Glu Ser Ser Glu 
50 55 60 

AGG GTG TCC TAC TAC TTC TCC TAC CAG CAT GTC ACT AAG GTG GAC GAA 3 61 

Arg Val Ser Tyr Tyr Phe Ser Tyr Gin His Val Thr Lys Val Asp Glu 
40 65 70 75 

GTG GTG GCT CAA AGC CTG GTC TTC CCA GCT GTG ACC CTC TGT AAC CTC 40 9 

Val Val Ala Gin Ser Leu Val Phe Pro Ala Val Thr Leu Cys Asn Leu 

80 85 90 



AAT GGC TTC CGG TTC TCC AGG CTC ACC ACC AAC GAC CTG TAC CAT GCT 4 57 

Asn Gly Phe Arg Phe Ser Arg Leu Thr Thr Asn Asp Leu Tyr His Ala 
95 100 105 110 



50 GGG GAG CTG CTG GCC CTG CTG GAT GTC AAC CTG CAG ATC CCG GAC CCC 50 5 

Gly Glu Leu Leu Ala Leu Leu Asp Val Asn Leu Gin He Pro Asp Pro 

115 120 125 

CAT CTG GCT GAC CCC TCC GTG CTG GAG GCC CTG CGG CAG AAG GCC AAC 5 53 

55 His Leu Ala Asp Pro Ser Val Leu Glu Ala Leu Arg Gin Lys Ala Asn 

130 135 140 
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TTC AAG CAC TAG AAA CCC AAG CAG TTC AGC ATG CTG GAG TTC CTG CAC 601 
Phe Lys His Tyr Lys Pro Lys Gin Phe Ser Met Leu Glu Phe Leu His 
145 150 155 

5 CGT GTG GGC CAT GAC CTG AAG GAT ATG ATG CTC TAC TGC AAG TTC AAA 64 9 

Arg Val Gly His Asp Leu Lys Asp Met Met Leu Tyr Cys Lys Phe Lys 
160 165 170 

GGG CAG GAG TGC GGC CAC CAA GAC TTC ACC AC A GTG TTT ACA AAA TAT 6 97 

10 Gly Gin Glu Cys Gly His Gin Asp Phe Thr Thr Val Phe Thr Lys Tyr 
175 180 185 190 

GGG AAG TGT TAC ATG TTT AAC TCA GGC GAG GAT GGC AAA CCT CTG CTC 7 45 

Gly Lys Cys Tyr Met Phe Asn Ser Gly Glu Asp Gly Lys Pro Leu Leu 
15 195 200 205 

ACC ACG GTC AAG GGG GGG ACA GGC AAC GGG CTG GAG ATC ATG CTG GAC 7 93 

Thr Thr Val Lys Gly Gly Thr Gly Asn Gly Leu Glu lie Met Leu Asp 
210 215 220 



20 



40 



ATT CAG CAG GAT GAG TAC CTG CCC ATC TGG GGA GAG ACA GAG GAA ACG 841 
lie Gin Gin Asp Glu Tyr Leu Pro He Trp Gly Glu Thr Glu Glu Thr 
225 230 235 



25 ACA TTT GAA GCA GGA GTG AAA GTT CAG ATC CAC AGT CAG TCT GAG CCA 889 

Thr Phe Glu Ala Gly Val Lys Val Gin He His Ser Gin Ser Glu Pro 
240 245 250 

CCT TTC ATC CAA GAG CTG GGC TTT GGG GTG GCT CCA GGG TTC CAG ACC 9 37 

30 Pro Phe lie Gin Glu Leu Gly Phe Gly Val Ala Pro Gly Phe Gin Thr 
255 ' 260 265 270 

TTT GTG GCC ACA CAG GAG CAG AGG CTC ACA TAC CTG CCC CCA CCG TGG 98 5 

Phe Val Ala Thr Gin Glu Gin Arg Leu Thr Tyr Leu Pro Pro Pro Trp 

35 275 280 285 

GGT GAG TGC CGA TCC TCA GAG ATG GGC CTC GAC TTT TTT CCT GTT TAC 10 3 3 

Gly Glu Cys Arg Ser Ser Glu Met Gly Leu Asp Phe Phe Pro Val Tyr 
290 295 300 



AGC ATC ACC GCC TGT AGG ATT GAC TGT GAG ACC CGC TAC ATT GTG GAA 10 81 

Ser He Thr Ala Cys Arg He Asp Cys Glu Thr Arg Tyr lie Val Glu 
305 310 315 



45 AAC TGC AAC TGC CGC ATG GTT CAC ATG CCA GGG GAT GCC CCT TTT TGT 112 9 

Asn Cys Asn Cys Arg Met Val His Met Pro Gly Asp Ala Pro Phe Cys 
320 325 330 

ACC CCT GAG CAG CAC AAG GAG TGT GCA GAG CCT GCC CTA GGT CTG TTG 117 7 

50 Thr Pro Glu Gin His Lys Glu Cys Ala Glu Pro Ala Leu Gly Leu Leu 

335 340 345 350 

GCG GAA AAG GAC AGC AAT TAC TGT CTC TGC AGG ACA CCC TGC AAC CTA 122 5 

Ala Glu Lys Asp Ser Asn Tyr Cys Leu Cys Arg Thr Pro Cys Asn Leu 

55 355 360 365 
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ACC CGC TAC AAC AAA GAG CTC TCC ATG GTG AAG ATC CCC AGC AAG AC A 127 3 

Thr Arg Tyr Asn Lys Glu Leu Ser Met Val Lys lie Pro Ser Lys Thr 

370 375 380 

5 TCA GCC AAG TAC CTT GAG AAG AAA TTT AAC AAA TCA GAA AAA TAT ATC 1321 

Ser Ala Lys Tyr Leu Glu Lys Lys Phe Asn Lys Ser Glu Lys Tyr lie 

385 390 395 

TCA GAG AAC ATC CTT GTT CTG GAT ATA TTT TTT GAA GCT CTC AAT TAT 1369 

Ser Glu Asn lie Leu Val Leu Asp lie Phe Phe Glu Ala Leu Asn Tyr 

10 400 405 410 

GAG ACA ATT GAA CAG AAG AAG GCG TAT GAA GTT GCT GCC TTA CTT GGT 1417 

Glu Thr lie Glu Gin Lys Lys Ala Tyr Glu Val Ala Ala Leu Leu Gly 

415 420 425 430 



15 



35 



40 



GAT ATT GGT GGT CAG ATG GGA TTG TTC ATT GGT GCT AGT ATC CTT ACA 14 65 

Asp lie Gly Gly Gin Met Gly Leu Phe lie Gly Ala Ser lie Leu Thr 
435 440 445 



20 ATA CTA GAG CTC TTT GAT TAT ATT TAT GAG CTG ATC AAA GAG AAG CTA 1513 

lie Leu Glu Leu Phe Asp Tyr lie Tyr Glu Leu lie Lys Glu Lys Leu 

450 455 460 

TTA GAC CTG CTT GGC AAA GAG GAG GAT GAA GGG AGC CAC GAT GAG AAT 1561 

25 Leu Asp Leu Leu Gly Lys Glu Glu Asp Glu Gly Ser His Asp Glu Asn 

465 470 475 

GTG AGT ACT TGT GAC ACA ATG CCA AAC CAC TCT GAA ACC ATC AGT CAC 160 9 

Val Ser Thr Cys . Asp Thr Met Pro Asn His Ser Glu Thr lie Ser His 
30 480 485 490 

ACT GTG AAC GTG CCC CTG CAG ACG ACC CTG GGG ACC CTG GAA GAA ATA 1657 

Thr Val Asn Val Pro Leu Gin Thr Thr Leu Gly Thr Leu Glu Glu lie V 

495 500 505 510 



GCC TGC TG A 3 6 6 6 

Ala Cys * 
512 




REVENDICATIONS 



1) Proteine constituant un canal cationique 
neuronal de mammifere sensible a 1 1 amiloride et active par 

5 les protons. 

2) Proteine selon la revendicat ion 1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ IS No : 1 ou un 

10 derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 

3) Proteine selon l'une des revedicat ions 1 
ou 2 dont la sequence en acides amines est representee 
dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 

15 No : 2 ou un derive f onctionnellement equivalent de cette 

proteine . 

4) Proteine selon l'une des revedicat ions 1 
ou 2 dont la sequence en acides amines est representee 

20 dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 

No : 3 ou un derive f onct ionnel lement equivalent de cette 
proteine . 

5) Canal cationique hybride constitue de 
25 1 1 association d'une premiere proteine constituant un canal 

ionique active par les protons selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 avec une seconde proteine constituant 
un canal ionique active par les protons. 

30 6) Canal cationique hybride selon la 

revendicat ion 5, caracterise en ce que ladite seconde 
proteine est une proteine constituant un canal ionique 
active par les protons selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 . 
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7) Canal cationique hybride selon la 
revendication 6, caracterise en ce qu'il est constitue de 
1 1 association de deux proteines constituant un canal 
ionique active par les protons, la premiere desdites 

5 proteines ayant la sequence en acides amines qui est 

representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ IS No : 1 ou un derive f onct ionnellement 
equivalent de cette proteine, et la seconde desdites 
proteines ayant la sequence en acides amines qui est 
10 representee dans la liste de sequence en annexe sous le 

numero SEQ ID No : 3 . 

8) Anticorps monoclonal ou polyclonal dirige 
contre au moins une proteine selon l'une quelconque des 

15 revendicat ions 1 a 4 et/ou contre au moins un canal 

hybride selon l'une quelconque des revendicat ions 5 a 7. 

9) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 
constitute par une sequence nucleique codant pour une 

20 proteine constituant un canal cationique selon 1 1 une 

quelconque des revendicat ions 1 a 4. 

10) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 9 comprenant ou constitute par la sequence 

25 nucleique comprise entre les nucleotides 123 et 1700 de la 

sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 1/ ou sa sequence 
complementaire . 

30 11) Molecule d'acide nucleique selon la 

revendication 9 comprenant ou constitute par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 1 et 1542 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 2, ou sa sequence 

35 complementaire . 




12) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendicat ion 9 comprenant ou constitute par la sequence 
nuclfeique comprise entre les nucleotides 127 et 1663 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 

5 sous le numero SEQ ID No : 3, ou sa sequence 

complementaire . 

13) Vecteur comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique selon 1 1 une quelconque des 

10 revendicat ions 9 a 12, avant ageusement associee a des 

sequences de controle . 

14) Procede de production d'une proteine 
constituant un canal ionique selon 1 1 une quelconque des 
15 revendicat ions 1 a 4, caracterise en ce qu'il consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon 1 1 une des revendicat ions 9 a 12 ou un 
vecteur selon la revindication 13 dans un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
20 conditions permettant la production de la proteine 

constituant le canal ionique, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant les canaux ioniques. 

25 15) Procede d'expression d'une proteine 

constituant un canal ionique selon 1 1 une quelconque des 
revendicat ions 1 a 4 dans hote cellulaire, caracterise en 
ce qu'il consiste : 

- a transferer une molecule d'acide 
30 nucleique selon 1 1 une des revendicat ions 9 a 12 ou un 

vecteur selon la revendicat ion 13 dans ledit hote 
cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 

35 constituant le canal ionique. 




16) Procede selon 1 1 une des revendicat ions 
14 ou 15, caracterise en ce que l'hote cellulaire est 
choisi parmi les procaryotes ou les eucaryotes et 
notamment parmi les bacteries, les levures, les cellules 

5 de mammi feres , de plantes ou d'insectes. 

17) Cellule transformee exprimant des canaux 
cationiques neuronaux de mammi fere sensibles a l'amiloride 
et actives par les protons, obtenue par le procede selon 

10 l'une des revendicat ions 14 a 16. 

18) Procede de criblage de substances 
capables de moduler I'activite de canaux ioniques 
neuronaux de mammifere, caracterise en ce que 1 1 on met en 

15 contact des quantites variables d'une substance a tester 

avec des cellules selon la revendicat ion 17, puis 1 ' on 
mesure, par tous moyens appropries, les effets eventuels 
de ladite ■ substance sur les courants des canaux 
cationiques sensibles a 1 ' amiloride et actives par les 

20 protons. 

19) Procede selon la re vendicat i on 18 
applique au criblage de substances capables de moduler la 
perception de l'acidite, tant en ce qui concerne la 

25 nociception que la transduction du gout. 

20) Composition pharmaceut i que comprenant 
comme principe actif au moins une proteine constituant un 
canal ionique selon l'une quelconque des revendicat ions 1 

30 a 4 ou un canal hybride selon l'une quelconque 5 a 7 ou 

encore un anticorps selon la revendicat ion 8. 
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dans la litterature. Ces anticorps sont utiles pour rechercher la 
presence des canaux ioniques de 1' invention dans differents tissus 
humins ou animaux, mais ils peuvent aussi trouver des applications dans 
le domaine therapeutique pour inhiber ou activer in vivo, grace a leur 
specif icite, un canal ASIC et/ou ses derives. 

La presente invention a aussi pour objet une molecule 
d'acide nucleique corrprenant ou constitute par une sequence nucleique 
codant pour une proteine constituant un canal cationique neuronal 
sensible a l'amiloride et active par les protons. Plus particulierement 
1' invention conceme une molecule d'acide nucleique corrprenant au mo ins 
une sequence codant pour la proteine constituant le canal ASIC dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou pour un derive fonctionnellement 
equivalent de cette proteine. One molecule d'AEN corrprenant la sequence 
codant pour la proteine ASIC est celle representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO:l ou sa sequence, 
ccxrplementaire. Une autre molecule d'AEN selon 1 ' invention est celle 
representee dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO 
: 2 ou sous le numero SEQ ID NO : 3, ou leur sequence ccffiplennentaire . 

Des molecules d'acide nucleique selon 1* invention 
corrprenent ou som constitutes par : 

- la sequence nucleique ccrrprise entre les nucleotides 
123 et 1700 de la sequence representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 1, ou sa sequence conplonentaire ; 

- la sequence nucleique ccrrprise entre les nucleotides 1 
et 1542 de la sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 2, ou sa sequence conplementaire ; 

- la sequence nucleique comprise entre les nucleotides 
127 et 1663 de la sequence representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 3 , ou sa sequence ccarpl^nentaire ; 

L ' invention concerne egalement un vecteur corrprenant au 
moins une molecule d'acide nucleique precedente, avantageusement associee 
a des sequences de controle adaptes, ainsi qu'un procede de production ou 
d* expression dans un hote cellulaire d'une proteine constituant un canal 
ionique selon 1' invention. La preparation de ces vecteurs ainsi que la 
production ou 1' expression dans un hote des canaux de 1' invention peuvent 
etre realisees par les techniques de biologie 
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REVENDICATIONS 



1) Proteine constituant un canal cationique 
neuronal de mammifere sensible a 1'amiloride et active par 
les protons, a 1' exclusion de la proteine dont la sequence 
en acides amines est representee dans la liste de sequence 
en annexe sous le numero SEQ ID No : 3 . 

2) Proteine selon la revendication 1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou un 
derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 

3) Proteine selon l'une des revendications 1 
ou 2 dont la sequence en acides amines est representee : 
dans la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 
No : 2 ou un derive f onctionnellement equivalent de cette 
proteine. 

4) Canal cationique hybride constitue de- 
1 ' association d'une premiere proteine constituant un canal 
ionique active par les protons selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 avec une seconde proteine constituant 
un canal ionique active par les protons. 

5) Canal cationique hybride constitue de 
1 ' association d'une premiere proteine constituant un canal 
ionique active par les protons selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 avec une seconde proteine constituant 
un canal ionique active par les protons selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3. 
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6) Canal cationique hybride selon la 
revendication 5, caracterise en ce qu'il est constitue de 
1 ' association de deux proteines constituant un canal 
ionique active par les protons , la premiere desdites 

5 proteines ayant la sequence en acides amines qui est* 

representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID No : 1, SEQ ID No : 2 ou SEQ ID No : 3 ou 
des derives f onctionnellement equivalents de ces 
proteines, et la seconde desdites proteines ayant la 
10 sequence en acides amines qui est representee dans la 

liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID No : 3 . 

7) Anticorps monoclonal ou polyclonal dirige 
contre au moins une proteine selon 1 ' une quelconque des 

15 revendications 1 a 3 et/ou contre la proteine dont la 

sequence est representee dans la liste de sequence en 
annexe sous le numero SEQ ID No. : 3 et/ou contre au moins 
un canal hybride selon l'une quelconque des revendications 
4 a 6. 

20 ; 

8) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 
constitute par une sequence nucleique codant pour une 
proteine constituant un canal cationique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3 ou un canal hybride 

25 selon l'une quelconque des revendications 4 a 6 , a 

1' exclusion de la molecule d'acide nucleique dont la 
sequence en nucleotides est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID No. : 3. 

30 9) Molecule d'acide nucleique selon la 

revendication 8 comprenant ou constitute par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 123 et 1700 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 1, ou sa sequence 

35 complementaire . 
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10) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 8 comprenant ou constitute par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 1 et 1542 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 2, ou sa sequence 
complementaire . 

11) Vecteur comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique selon 1 1 une quelconque des 
revendications 8a 10, avantageusement associee a des 
sequences de controle . 

12) Procede de production d 1 une proteine 
constituant un canal ionique selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon 1 1 une des revendications 8 a 10 ou un 
vecteur selon la revendication 11 dans un bote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 
constituant le canal ionique, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant les canaux ioniques . 

13) Procede d' expression d'une proteine 
constituant un canal ionique selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, dans hote cellulaire, caracterise en 

ce qu'il consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon 1 • une des revendications 8 a 10 ou un 
vecteur selon la revendication 11 dans ledit hote 
cellulaire , 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 
constituant le canal ionique. 
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14) Procede selon 1 ' une des revendications 
12 ou 13, caracterise en ce que l'hote cellulaire est 
choisi parmi les procaryotes ou les eucaryotes et 
notamment parmi les bacteries, les levures, les cellules 
5 de mammiferes, de plantes ou d'insectes. 



15) Cellule transformee exprimant des canaux 
10 cationiques neuronaux de mammifere sensibles a I'amiloride 

et actives par les protons, obtenue par le procede selon 
1 1 une des revendications 12 a 14. 

16) Procede de criblage de substances 
capables de moduler 1'activite de canaux ioniques 
neuronaux de mammifere, caraete'rise^en- ce que 1 Von met en 
contact des quantites variables d'une substance a tester 
avec des cellules selon la revendication 15, puis 1 ' on 
mesure, par tous moyens appropries, les effets eventuels 
de ladite substance sur les ? courants des canaux 
cationiques sensibles a I'amiloride et actives par les 
protons . 

17) Procede selon la revendication 16 
25 applique au criblage de substances capables de moduler la 

perception de l'acidite, tant en ce qui concerne la 
nociception que la transduction du gout. 

18) Composition pharmaceut ique comprenant 
30 comme principe actif au moins une proteine constituant un 

canal ionique selon l'une quelconque des revendications 1 
a 3 ou un canal hybride selon l'une quelconque 4 a 6 ou 
encore un anticorps selon la revendication 7 . 



15 



20 



Feulite rem®* ^ /^ o( 



6) Canal cationique hybride selon la 
revendication 5, caracterise en ce qu'il est constitue de 
1 ' association de deux proteines constituant un canal 
ionique active par les protons, la premiere desdites 
proteines ayant la sequence en acides amines qui est 
5 representee dans la liste de sequences en annexe sous le 

numero SEQ ID No : 1, SEQ ID No : 2 ou des derives 
f onctionnellement equivalents de ces proteines, et la 
seconde desdites proteines ayant la sequence en acides 
10 amines qui est representee dans la liste de sequence en 

annexe sous le numero SEQ ID No : 3 . 

7) Anticorps monoclonal ou polyclonal dirige 
contre au moins une proteine selon l'une quelconque des 

15 revendications 1 a 3 et/ou contre la proteine dont la 

sequence est representee dans la liste de sequence en 
annexe sous le numero SEQ ID No. : 3 et/ou contre au moins 
un canal hybride selon -l'une quelconque des revendications 
4 a 6 . - . 

20 : 

8) Molecule d'acide nucleique comprenant ou 

constitute par une sequence nucleique codant pour une 
proteine constituant un canal cationique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3 ou un canal hybride 
25 selon l'une quelconque des revendications 4 a 6, a 

1' exclusion de la molecule d'acide nucleique dont la 
sequence en nucleotides est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID No . : 3 . 

30 9) Molecule d'acide nucleique selon la 

revendication 8 comprenant ou constitute par la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 123 et 1700 de la 
sequence representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID No : 1, ou sa sequence 

35 complementaire . 
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